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摘要 :固氮 微生物 作为 土壤 中 重要 的 功能 微生物 群 之 一 ,其 与 地 上 植物 群落 、 土 壤 环 境 之 间 的 关系 尚 不 清楚 在 桂 西 北 的 环 江 
县 都 安县 和 大 化 县 选取 喀斯特 典型 植被 类 型 ( 草 从 、 灌 从 次生林 ) 建 立 样 方 ,通过 植被 调查 测定 土壤 理化 性 质 和 构建 克隆 文 
库 的 方法 ,研究 了 土壤 固氮 微生物 群落 的 结构 与 组 成 ,分 析 了 固氮 微生物 群落 与 植物 群落 、 士 壤 理 化 性 质 之 间 的 关系 。 结 果 表 
HH :研究 区 典型 植被 类 型 土壤 中 的 优势 固氮 微生物 为 慢 生 根瘤 菌 。Mantel 相关 性 分 析 表 明 植 物 群 水 与 固氮 微生物 群落 显著 相 
关 (r=0.6116,P=0.011) ;结合 PCoA 分 析 和 Venn 图 可 看 出 ,植物 群落 组 成 与 结构 越 相似 ,土壤 固氮 微生物 群落 结构 与 组 成 也 越 
相似 。CCA 分 析 前 两 轴 的 解释 率 之 和 仅 为 22.72% ,其 中 总 氮 、 有 效 态 钾 有 效 态 钙 对 固氮 微生物 群落 的 影响 显著 ,这 表明 本 研 
究 涵 盖 的 土壤 理化 性 质 指 标 并 不 能 完全 解释 固氮 微生物 群落 的 变异 ,需要 补充 更 多 的 土壤 数据 进行 更 深入 的 研究 。 由 此 可 见 ， 
在 喀斯特 生态 恢复 过 程 中 ,不 仅 要 关注 地 上 植被 群落 的 恢复 与 重建 ,同时 电 应 重视 地 下 功能 微生物 群落 的 恢复 与 重建 。 
关键 词 :固氮 微生物 群落 ;nifH 基因 ;植被 恢复 ;喀斯特 
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Abstract; Soil nitrogen-fixing microorganisms are one of the most important functional microorganisms; however, their 
relationship with plant communities and soil conditions is poorly understood. In the present study, three typical karst regions 
(Huanjiang, Du'an, and Dahua) were selected and quadrats were established in typical vegetation types ( grassland, 
scrubland, and secondary forest). A total of 27 quadrats (3 replicates for each vegetation type) were established and the 
size of each quadrat. was 20 m X 30 m. The composition and structure of plant communities were studied by vegetation 
surveys, soil properties were determined, and the structure and composition of soil nitrogen-fixing microorganisms were 
analyzed by building.clone libraries and sequencing. Following that, the relationships between nitrogen-fixing microbial 
cómmunities, plant communities, and soil conditions were explored. Principal coordinates analysis indicated that the 
composition and structure of the plant communities were obviously different between vegetation types. Comparing plant 
communities among the three regions, the Du' an and Dahua regions were found to have similar plant composition and 
structure. Soil properties also differed between vegetation types and regions. Total carbon, total nitrogen, and available Fe, 


Ca, and Mg were affected by vegetation type and region, while available K was mainly affected by vegetation type and pH, 
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and available P was mainly affected by region. BLAST results indicated that the predominant nitrogen-fixing microbial 
species in our study area belonged to the genus Bradyrhizobium. The composition of nitrogen-fixing microbial communities 
varied across both vegetation types and regions. There were only nine shared operational taxonomic units ( OTUs) among the 
three regions, and only eleven shared OTUs in the three vegetation types. The number of shared OTUs between the Du'an 
and Dahua regions was 39, which was much higher than that of the Huanjiang region. This indicated that the composition 
and structure of plant communities were similar to each other, as were the composition and structure of the soil nitrogen- 
fixing microbial communities. Mantel correlation analysis also showed that soil nitrogen-fixing microbial communities and 
plant communities were significantly correlated (r = 0.6116, P = 0.011). From the canonical correspondence analysis, 
the cumulative explanation of the first two axes was only 22.7296 , which could not fully explain the variation in the nitrogen- 
fixing microbial communities. Total nitrogen, available potassium, and available calcium had a significant effect on the 
nitrogen-fixing microbial communities. This suggests that further research is required to determine additional soil properties. 
In conclusion, soil nitrogen-fixing microbial communities, plant communities, and soil conditions were. mutually affected by 
each other. Therefore, during the process of karst ecological restoration and reconstructionj.it is important that both the 


aboveground vegetation and the belowground functional microbial communities are given equal/attention. 


Key Words: nitrogen-fixing microbial community ; nifH gene; re-vegetation; karst 


固氮 微 生物 是 生态 系统 中 一 类 重要 的 功能 阔 群 , 它 在 土壤 氮 素 循环 中 发 挥 着 不 可 取代 的 作用 ,其 群落 结 
构 组 成 对 土壤 氮 素 固定 及 维持 氮 素 循环 平衡 具有 重要 意义 上”。 国 氮 微 生物 中 均 含 有 编码 铁 和 蛋白 的 nifH 基 
,基于 该 基因 的 分 子 生物 学 分 析 为 固氮 微生物 群落 结 梅 及 多 样 性 的 探索 提供 了 一 个 较 传 统 培养 更 为 灵敏 和 
准确 的 分 析 方 法 “”。 大 量 研究 表明 ,固氮 微生物 群落 的 结构 与 组 成 受 土地 利用 方式 .施肥 制度 .土壤 理化 性 
质 ( 如 pH\SOC TN) 等 因素 的 影响 ,如 长 期 施加 氮肥 会 使 土壤 固氮 微生物 的 竞争 力 下 降 ,进而 改变 其 多 样 性 、 
群落 结构 与 组 成 ”| 。 越 来 越 多 的 研究 表明 , 钝 哈 植 物 群落 与 土壤 微生物 群落 存在 着 不 可 分 割 的 相互 联系 ， 
地 上 植物 群落 通过 凋落 物 和 根系 分 泌 物 影响 书 坟 微生物 的 种 类 和 丰 度 ,而 土壤 微生物 通过 改变 土壤 环境 . 影 
响 养分 矿 化 过 程 等 方式 影响 地 上 植物 群落 的 多 样 性 群落 结 构 及 生产 力 “”。 然 而 ,目前 对 固氮 微生物 群落 
与 地 上 植物 群落 相互 联系 的 研究 相对 较 少 ,它们 之 间 是 否 存 在 紧密 的 相关 性 沿 不 清楚 。 

西南 喀斯特 地 区 是 我 国人 生态 环境 最 脆弱 的 地 区 之 一 ,强烈 的 人 为 干扰 (如 火烧 \ 放 牧 、 樵 采 等 ) 导 致 原 有 
植被 大 面积 破坏 ,水 土 流失 加剧 , 石 漠 化 严重 ,生态 恢复 与 重建 迫在眉睫 "i 。 前 期 研究 表明 ,和 氮 素 是 喀斯特 
植被 恢复 的 重要 限制 性 因素 之 一 ,生物 固氮 作为 自然 生态 系统 氮 素 输入 的 主要 来 源 ,是 解决 退化 生态 系统 毛 
素 限 制 的 最 好 方式 “| 。 疾 期 以 来 ,研究 者 多 从 地 上 植物 的 角度 ( 自然 封 育 和 人 工 造 林 ) 提出 喀斯特 退化 生 
态 系统 的 恢复 措施 ,对 喀斯特 生态 恢复 过 程 中 植被 与 土壤 环境 的 耦合 关系 已 有 较 深 入 的 认识 H, 目前 ,对 
喀斯特 生态 系统 的 地 下 生物 过 程 ,尤其 是 对 土壤 功能 微生物 (如 固氮 微 生物 .从 校 真 阔 ) 的 研究 相对 较 少 , 缺 
乏 对 植被 恢复 过 程 中 固氮 微 生物 群落 的 变化 及 与 地 上 植物 群落 .土壤 环境 之 间 关 系 的 认识 。 

Roc ELE VU IE 3 个 县 (都 安 .大 化 、 环 江 ) 为 研究 区 域 , 选 取 喀 斯 特典 型 植被 类 型 (草丛 REMA KER) , 建 
立 动态 监测 样 地 ,进行 植被 调查 ,采集 土壤 样品 ,运用 PCR- 克 隆 - 测 序 技术 ,明确 了 喀斯特 典型 植被 类 型 的 固 
须 微 生物 群落 组 成 特征 ,探讨 了 固氮 微生物 群落 与 地 上 植物 群落 之 间 的 相互 关系 ,揭示 了 土壤 环境 对 固氮 微 
生物 群落 的 影响 ,以 期 能 为 喀斯特 地 区 生物 固氮 潜力 的 开发 及 生态 恢复 与 重建 提供 参考 数据 和 科学 指导 。 


1 研究 区 域 与 研究 方法 


1.4 研究 区 概况 
研究 区 位 于 桂 西北 河池 市 (23"41' 一 2$"537' N, 106934'—109909' E) ,具有 典 下 
分 布 零散 ,岩石 裸露 率 较 高 。2011 4E 8 月 ,选取 研究 区 内 的 典型 生态 系统 (草丛 Y 


型 喀斯特 地 貌 ,土壤 量 少 且 
EM 次生林 ) ,分 别 在 环 江 
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县 大 才 乡 .都 安县 三 只 羊 乡 大 化 县 七 百 弄 乡 建立 样 方 (每 个 地 点 同 植被 类 型 样 方 各 3 个 重复 ) ,各 样 方 的 面 
积 为 20 m x 30 m, Ji fr 坡 向 和 地 质 背 景 基本 一 致 。 

大 才 乡 概况 ”位 于 环 江 毛 南 族 自治 县 东南 部 ,24°44'N,108°19'E 附近 。 该 区 属 亚 热带 季风 气候 ,年 平均 
气温 16.5—20.5*C ,年 平均 降水 量 1389.1 mm ,降水 分 布 不 均 ,雨季 4 一 9 月 降水 占 年 总 降水 量 的 70%。 该 区 为 
典型 的 喀斯特 峰 丛 洼地 ,土壤 量 少 且 分 布 零散 。 

三 只 羊 乡 概况 ”位 于 都 安 瑶族 自治 县 北部 ,24*26'N ,108*02 中 附近 。 该 区 属 亚热带 季风 气候 ,多 年 平均 
气温 19.6Y ,年 平均 降水 量 1492.2 mm ,年 平均 蒸发 量 1644.9 mm, 相对 湿度 74% ,>10% 4E HUE 3-35] (Eb 7289. 
5% ,年 日 照 平 均值 1395.5 h。 逐 月 降水 分 布 不 均 , 雨 季 5 一 8 月 降水 占 年 总 降水 量 的 67.8% , 春 旱 Bes 
繁 。 地 貌 类 型 以 典型 的 高 峰 从 洼地 为 主 , 土 壤 量 少 且 分 布 零 散 , 境 内 原生 植被 极 少 , 和 森林 履 盖 率 不 足 10% 。 

七 百 弄 乡 概况 ”地 处 大 化 静 族 自治 县 西北 部 ,24°08’ 
N,107°40'E 附近 。 该 乡 属 亚 热带 季风 气候 区 ,年 均 气 温 25o30N 
17.4 一 19.6% ,年 降雨 量 1500—1600 mm, 雨水 多 集中 于 夏 
季 。 该 区 属 最 典型 的 峰 丛 洼地 岩溶 类 型 ,大 面积 岩石 裸 。 25900 
露 , 石 漠 化 严重 ,植被 稀少 ,以 灌木 从 为 主 ,森林 覆盖 率 在 
5% 以 下 。 研 究 区 域 见 图 1。 24°30' 
1.2 野外 调查 与 样品 采集 

植被 调查 :每 块 样 方 分 成 6 个 10 mx 10 m 的 小 样 方 调 24°00 
查 植 被 组 成 。 对 于 草丛 样 方 ,在 每 个 小 样 方 中 选 取 1 个 2 
mx 2 m 的 样 方 进行 调查 ;对 于 灌 从 样 方 ,在 每 个 小 样 方 中 23020 


选取 1 个 4 mx 4 m 的 样 方 进行 调查 ;对 于 次 生 林 样 方 , 则 106°30 107200' 107?30' 108°00' 108930' 109°00'E 
调查 全 部 面积 。 分 3 层 调 查 植 被 多 样 性 :对 于 乔木 层 , 记 1 研究 区 域 分 布 情况 

录 物 种 名 胸径、 数量 ;对 于 灌木 层 , 记录 物种 名 、 基 径 \ 数 Fig.1 The location of study area 

量 ; 对 于 草本 层 ,记录 物种 名 、 数 量 。 目 测 各 物种 的 盖 度 和 

高 度 。 


土壤 采集 ;在 每 个 样 方 内 , 沿 “S” 型 采集 0 一 20 cm 表层 土壤 15 个 点 ,混合 成 一 个 样品 。 在 灭 菌 牛皮 纸 上 
除去 大 石 块 和 动 植物 残 体 ,并 混合 均匀 后 ,用 四 分 法 分 取 100 g 左右 的 土 ,用 锡 箱 纸 包 好 后 放 入 灭 菌 布袋 中 ， 
立刻 投入 液 氮 铅 中 速冻 , 带 回 实验 室 经 冷冻 干燥 、 磨 细 分 装 后 放 入 -70%C 冰箱 保存 ,用 于 提取 微生物 DNA ; R 
下 的 土壤 风干 , 磨 碎 过 得 后 装 天 自封 袋 中 ,用 于 土壤 理化 性 质 的 测定 。 

1.3 样品 测定 与 分 析 
1.3.1 土壤 固氮 微生物 分 析 

土壤 样品 区 微生物 DNA. 提取 方法 参照 Porteous 等 的 SDS-GITC-PEG 方法 08。 采 用 PolF ( 5"- 
TGCGAYCCSAARGCBGACTC-3') fll PoIR( 5'- ATSGCCATCATYTCRCCGGA-3) 扩 增 土壤 微生物 总 DNA 中 的 
nifH 基因 片段 "每 个 样品 重复 扩 增 3 次 ,将 3 次 的 扩 增 产物 混合 均匀 以 消除 单 次 扩 增 的 偏向 性 。20 pL 
PCRM 反 应 体系 为 :2 x EasyTaq PCR Super Mix 10 pL, 引 物 各 1 pL(2.5 pmol/L) , DNA 模板 约 40 ng, 补 充 ddH， 
O $20 kwL。 扩 增 条 件 为 :94% 3 min;94%C 30 s,55% 30 s,72*C 30 s,35 个 循环 ;72%C 7 min, 

采用 琼脂 糖 凝 胶 DNA. 回收 试剂 盒 (天 根 , 中 国 ) 进行 凝 胶 回 收 纯化 。 将 回收 获得 的 nifH 基因 片段 连接 到 
pMD19-T 载体 上 (宝生 物 ,大 连 ) ,转化 进入 大 肠 杆 菌 DH5a ARZA, ELE I RC ILE AUC EE 
3R/IPTG/X-Gal 的 LB 培养 基 上 ,37% 培养 16—24 h ,每 个 样品 挑 取 200 个 白色 克隆 子 ,采用 菌落 PCR 的 方 
法 ,用 引物 PolE/PolR 扩 增 外 源 插 入 片段 ,1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 筛选 阳性 克隆 ,构建 基因 克隆 文库 。 

1.3.2 土壤 理化 性 质 测定 
土壤 pH 的 测定 采用 电位 法 (水 土 比 2.5:1) ;土壤 全 碳 、 全 氮 的 测定 采用 碳 气 元素 分 析 仪 ( Elementar, 
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Germany) ; ERANA P.K, Fe, Ca, Mg 采用 Orr 等 的 Mehlich 3 法 浸 提 , 浸 提 液 过 滤 后 直接 上 机 (ICP-MS ， 
GBC) WE, 
14 数据 处 理 

(1) 重 要 值 计算 


草本 层 重要 值 :IV=( 相对 多 度 + 相 对 频 度 + 相对 盖 度 ) /3 
灌木 层 重要 值 .1V=( 相对 多 度 + 相对 频 度 + 相对 显著 度 )/3 
乔木 层 重要 值 :1V=( 相对 多 度 + 相 对 频 度 + 相对 显著 度 )/3 

相对 显著 度 =( 样 方 中 该 种 个 体 胸 面积 和 / 样 方 中 全 部 个 体 胸 面 积 总 和 ) x100% 
相对 多 度 =( 样 方 中 该 种 的 个 体 数 / 所 有 种 的 总 个 数 )x100% 。 


相对 频 度 =( 样 方 中 该 种 的 频 度 / 所 有 种 的 频 度 总 和 ) x 10096 2 
相对 盖 度 =( 样 方 中 该 种 的 分 盖 度 / 样 方 中 全 部 个 体 盖 度 之 和 了 XI00% 


» (2) 克 隆 文库 序列 分 析 
jum TI 5-06 F9 A ERRERA HS FF 91 ,将 最 后 所 得 序列 与 GenBank. ZG E rap BIS 9 Fe 9 ETT EG 


对 ,以 确定 各 序列 的 种 属 信息 。 按 93% 序 列 相似 性 划分 OTU ,用 Mothur &efEChttp ;// www. mothur.org/ ) Æ IR 
OTUs 的 分 类 ,进行 聚 类 分 析 和 绘制 Venn 图 。 采 用 覆盖 度 (C) 来 表征 哆 隆 文 库 的 代表 性 ,计算 公式 为 C=1- 
n/N,n 为 克隆 文库 中 仅 出 现 过 一 次 的 OTUs 数 ,N 为 克隆 文库 总 克隆 子 数目 。 

€» 描述 性 统计 和 方差 分 析 在 Excel 2010 和 SPSS 18.0 软件 中 进行 。 采 用 Canoco 5 软件 中 的 主 坐 标 分 析 法 
来 分 析 植 物 群 落 结构 与 组 成 的 差异 ;采用 CCA 分 析 土 壤 理 化 因子 对 固氮 微生物 群落 的 影响 。 


O 2 结果 与 分 析 


2.1 典型 植被 类 型 的 植物 群落 组 成 及 差异 

各 样 方 的 植物 群落 优势 种 名 录 见 表 ho 环 江 地 区 ， 
EZ ERO dnoW d£ ( Miscanthus floridulus ) , Amo 
(Selaginella uncinata ) 等 为 优势 种 ; SK E VA TE. 
(Loropetalum chinense Jẹ 5] REFS (Litsea coreana ) 四 籽 海 
桐 ( Pittosporum tonkinense) 等 为 优势 种 ;乔木 层 以 青 囚 栎 
( Cyclobalanopsis glauea) 、 机 木 等 为 优势 种 。 都 安 地 区 ， 
TZ EDU SS F Neyraudia reynaudiana ) , 41 MI 棕 
( Guihaia argyrata.) 等 的 优 势 种 ; HER E EA ZEE L REF 
( Alchorneà trewioides ) IKER RIR ( Cipadessa baccifera ) 
等 为 优势 种 ; TEN JS VB ( Beilschmiedia intermedia ) , 
IBS. EE (Celtis timorensis) 等 为 优势 种 。 大 化 地 区 ,草本 
FS VL TDT TE UBER (Nephrolepis cordifolia ) 55 345388 ; $0 
木 层 以 广西 密 花 树 (Myrsine kwangsiensis ) 、 红 背山 麻 杆 2 ”植物 群落 结构 与 组 成 的 PCoA 分 析 
等 为 优势 种 ,乔木 层 以 化 香 ( Platycarya sirobilacea) 为 优 Fig2 PeoA analysis of plant community composition and 
势 种。 不 同 植被 类 型 的 植物 群落 组 成 存在 较 明显 的 差 。 smucture 
异 ( 图 2)。 其 中 ,都 安 . 大 化 地 区 同类 型 植被 的 群落 结 。 并 关 代表 信守 类 型 。 国 形 :高 从 ; 萎 形 :济公 正方形: 次生林 ;天 
构 较为 相似 ,聚集 在 一 起 ,而 环 江 地 区 植被 与 都 安 .大 化 O MEEDIAGA A A 
地 区 植被 存在 明显 的 差异 。 


1.0 


ninaA 


轴 2 Aixs2 (14%) 


-10 轴 1 Aixs 1 (22%) 


http ://www.ecologica.cn 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


12 期 刘 璐 ”等 :喀斯特 土壤 固氮 微生物 群落 与 植被 土壤 的 关系 4041 


R1 各 样 方 的 优势 群落 组 成 
Table 1 The dominant species of each plot 


地 点 植被 类 型 层次 优势 种 
Site Vegetation type Layer Dominant species 
环 江 草 从 GL 草本 层 H 五 节 芒 (GL1:31.43%;GL2:25% ;GL3:22% ) 
HEIA SL 灌木 层 S 四 籽 海 桐 (SL1:14.75%) HX (SL2:22.1796 ; SL3:14.0996) 
草本 层 H 梁 云 草 (SL1:;20.78%) ,HLIERE(SE2 : 12.9796) ,五 节 芒 (SL3:19.21%) 
次 生 林 SF 乔木 层 A 豹 皮 樟 ( SF1:40.81%) ,青冈 栎 (SF2:22.09%) , 权 林 (SF3:68.47%) 
灌木 层 S 天 仙 果 (SF1:6.49% ) , 粗 丝 木 (SF2:12.77% ) ,机 木 (SF3 :48.91% ) 
AKEH DER JUT (SF1:8.89%) , 5E zx 5E (SF1: 8.39%) , Se UF EKI 3€ ( SF2: 6.01%) , Aif 
(SF3 : 17.43% ) ,松木 (SF3 : 17.34% ) 
都 安 草丛 GL 草本 层 H 类 芦 (GL1:28%;GL2:41%;GL3:50% ) 
WE SL 灌木 层 S 红 背 山 麻 杆 (SL1:27%;SL2:27%;SL3:28% ) , 灰 毛 奖 果 栋 (8LE24%0) 
草本 层 HH 粗毛 悬 钩子 (SL1:13% ) , 毛 蕨 (SL2:14% ) , BAE (SL3:31%%) 
次 生 林 SF 乔木 层 A JR ( SF1:1396) ,青冈 标 (SF2:23% ) , 假 玉 桂 (SF2;23% 
灌木 层 S 红 背 山 麻 杆 (SF1:7% ) , 36 BE ( SF1:696 ;SF2.10%) , 84 RE ( SF3. 706) 
草本 层 H 山 棕 (SF1:19% ) , S8 T (SF2:16% ) , PEBR(SF3:990) 
大 化 草丛 GL 草本 层 本 WSST(GL3:1996; GL2:1396) AE TE (GLI1:1596; GL2;1396; ) , 兰 香草 (GL1:18% ) 
WEM SL 灌木 层 一 叶 蒜 (SL1:15%;SL2:22%) ,广西 密 花 树 6SL34:15% ) 
草本 层 HH ERNY (SLI :22%) , 肾 蕨 (SL2 1496). S SL3: 1196) 
次 生 林 SF 乔木 层 A 化 香 (SF1:30% ;SF2:11% ), 阴 香 (SB3:15% ) 
灌木 层 S JV AERE (SF1:1696;SF3.2096); 2 L5 VURRIT (SF2; 796) 
草本 层 HH 肾 芯 (SF1:13%;SF2:15% ;SE3 :29% ) 


括号 中 为 该 物种 在 各 样 方 中 的 重要 值 ; GL: grassland; SL; scrubland;ASF: secondary forest. H: herbaceous; S; shrub; A; arborous; ; HLE E 
(Jasminum elongatum) ,天 仙 果 ( Ficus erecta) , 粗 丝 木 ( Gomphandra tetrandra) , 紫 叶 秋海棠 ( Begonia purpureofolia ) ,粗毛 悬 钩子 ( Rubus alceifolius) , 
毛 蕨 ( Cyclosorus interruptus ) , 55 9X &$ ( Cayratia japonica ) , F V iili BE ( Syzygium championii) , Ji 8t Æ% ( Bauhinia hypochrysa ) , Æ 11 ( Indocalamus 
tessellatus) , R3547 ( Microstegium. ciliatum) , 兰 香 草 ( Caryopteris. incana ) , -UF $X ( Flueggea suffruticosa ) , Ex T ( Rhapis excelsa) , B & ( Cinnamomum 


burmannii ) 


2.20 ”典型 植被 类 型 土壤 的 基本 理化 性 质 

i 研究 区 域 土壤 接近 于 中 性 土 ,pH JR3.6.4—7.8 之 间 。 随 着 植被 从 草丛 向 次 生 林 的 演变 ,土壤 养分 状况 也 
= 随 之 发 生 了 明显 的 改变 ,其 中 土壤 总 国明 显 增加 ( 表 2) 。 方 差分 析 结果 表明 ,土壤 总 C、 总 N、 有 效 态 Fe Mg, 
G Ca 均 受 植被 类 型 和 地 理 区 域 的 鞭 同 影响 , 且 植 被 与 地 理 区 域 存 在 交互 效应 ( 表 3) 。 其 中 ,土壤 有 效 态 K 主要 
受 植被 类 型 的 影响 (=7.71,Ps0.004) ,地 理 区 域 对 其 无 显著 影响 (= 0.05,P=0.95 ) ;而 土壤 pH、 有效 态 P 
IEEE MB PCR SAIS (E - 4.08, P 20.035; F= 4.51, P 2 0.026) ,但 植被 类 型 对 其 无 显著 影响 (=2.29,P= 
0.13; F 2 0.87 , P 0.435) 。 


R2 各 样 方 的 土壤 理化 性 质 
Table 2 Soil properties of each plot 


地 点 ES. AM AMA 有 效 态 磺 AASA AAS AUS 有 效 态 镁 
Site eget on oe pH Total carbon/ Total nitrogen/ Available P/ Available K/ Available Fe/ Available Ca/ — Available Mg/ 
(g/kg) (g/kg) ( mg/kg) ( mg/kg) ( mg/kg) (g/kg) (g/kg) 
都 安 草丛 GL 6.87 33.14 2.62 2.12 68.61 56.13 3.88 0.08 
灌 从 SL 7.10 86.71 6.51 6.15 92.17 46.25 6.99 0.26 
次 生 林 SF 7.26 74.96 5.54 3.76 80.74 50.64 7.52 0.34 
大 化 草丛 GL 6.43 46.19 2.71 8.31 31.27 119.11 3.01 0.11 
灌 从 SL 7.42 121.69 7.75 7.45 124.73 39.13 9.47 0.40 
次 生 林 SF 7.26 100.30 6.65 7.61 80.16 50.11 9.16 0.23 
环 江 草丛 GL 7.77 108.98 4.08 7.39 87.00 47.43 5.13 2.00 
灌 从 SL 7.68 90.43 4.20 7.26 102.78 53.74 4.89 2.17 
次 生 林 SF 7.02 58.53 4.25 4.50 57.67 57.52 4.09 0.92 
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表 3 植被 类 型 和 地 点 对 土壤 理化 性 质 的 影响 
Table 3 Two-way ANOVA table for the effect of sites and vegetation type on soil properties 


主 效应 总 碳 AR HASE AASA HAS AASB 有 效 态 镁 
Main effects Totalcarbon Total nitrogen Available P Available K Available Fe Available Ca Available Mg 


地 点 Site 均 方 。 0.57 1579.32 5.25 32.89 31.90 926.58 14.26 6.39 
F 4.08 6.58 7.51 4.51 0.05 4.42 7.98 221.45 
P 0.035 0.007 0.004 0.026 0.950 0.028 0.003 0.000 
植被 类 型 均 方 。 0.32 3085.77 22.55 6.35 4809.51 1915.63 27.33 0.45 
Vegetation type F 2.29 12.86 32.23 0.87 7.71 9.13 15.30 16.02 
P 0.130 0.000 0.000 0.435 0.004 0.002 0.000 0.000 
地 点 x 植 被 类 型 均 方 。 0.57 2894.93 5.41 7.29 1866.85 1937.56 12.50 0:52 
SiteXvegetation type F 4.04 12.06 7.74 1.00 2.99 9.23 7.00 18.38 
P 0.016 0.000 0.001 0.433 0.047 0.000. 0.001 0.000 


2.3 ”典型 植被 类 型 的 固氮 微生物 群落 差异 

由 于 各 克隆 文库 的 克隆 子 数目 相差 较 大 ,因此 从 每 个 克隆 文库 中 随机 挑 取 70.47 vile 3 (3 个 重复 ) ,保证 
3 个 区 域 克 隆 文库 的 克隆 子 数量 基本 相同 ( 约 200 个 )。 每 个 克隆 文库 的 覆盖 度 均 超过 60% ,表明 克隆 文库 能 
够 基本 代表 该 区 域 的 土壤 固氮 微生物 群落 的 多 样 性 。 在 GenBank 数据 库 电 对 序列 进行 比 对 ,发 现 土壤 中 的 
优势 固氮 微生物 为 慢 生 根瘤 菌 。 

按照 93% 序 列 相似 性 划分 OTU ,根据 Bray curtis 指数 计算 距离 ,得 到 相似 性 矩阵 ,进行 群落 结构 差异 分 
Pr. H Venn 图 可 见 ( 图 3) ,3 个 地 区 共有 的 OTUs 数目 仅 为 9 N, 其 中 都 安 , 大 化 地 区 共有 的 OTUs 数目 为 
39 ,而 都 安 和 环 江 大 化 和 环 江 之 间 共 有 的 OTUs 2C H 49-9 19.21 个 ,表明 都 安 . 大 化 地 区 的 土壤 固氮 微 生 
物 群 落 组 成 更 相似 ,由 此 可 见 , 植 物 群 落 结构 更 相似 ,土壤 固 所 微生物 群落 也 更 相似 。Mantel 相关 性 分 析 进 一 
步 表 明 植 物 群落 与 固氮 微生物 群落 显著 相关 (=0.61168P=0.011)。 同 样 地 ,不 同 植被 类 型 下 土壤 固氮 微 生 
物 群 落 也 发 生 了 明显 的 变化 ,其 中 草 从 与 灌 从 、 灌 从 与 次 生 林 、 草 从 与 次 生 林 共有 的 OTUs 数目 分 别 为 30、31、 
19 个 ,这 表明 : 随 着 植被 的 正 向 演 替 ,土壤 固氮 微生物 群落 的 改变 有 个 渐变 的 过 程 。 


XN XN 


图 3 固氮 微生物 的 群落 差异 分 析 
Fig.3 The variance analysis of nitrogen-fixing microbial community 


DA: 都 安县 ;DH: 大 化 县 ;HJ: 环 江 县 ;CL: 草 从 ;SL: 灌 从 ;SF; 次 生 林 
由 图 4 可见 ,CCA 分 析 前 两 轴 的 解释 率 之 和 仅 为 22.72% ,这 表明 本 研究 涵盖 的 土壤 理化 性 质 指标 并 不 能 
很 好 的 解释 固氮 微生物 群落 的 变异 。 但 总 氮 有效 态 钾 .有效 态 钙 对 固氮 微生物 群落 影响 显著 (P<0.05)。 总 
体 来 说 ,土壤 固氮 微生物 群落 受 植物 群落 与 土壤 条 件 的 共同 影响 。 
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本 文采 用 克隆 文库 的 方法 ,研究 了 区 域 尺 度 上 不 同 


N € 
植被 类 型 下 土壤 固氮 微 生物 群落 差异 。nif8 基因 是 研 
究 固氮 微生物 的 marker 基因 , 它 的 系统 发 育 分 析 与 16S Be Mg 


rDNA 基因 高 度 一 致 ,因此 常用 于 进行 固氮 微生物 多 样 
性 的 研究 "2 。 对 于 16S rDNA 基因 ,一 般 将 序列 相似 
性 >97% 归 为 一 个 OTU( 种 ) ,而 对 于 功能 基因 如 何 划分 A A 


Ah 2 Axis 2 (9%) 


种 无 统一 标准 。 已 有 的 研究 表明 ,16S rDNA 基因 的 序 a 

列 相 似 性 >97%, 其 nifH 基因 序列 相似 性 可 能 低 于 

95% ,甚至 低 至 85% ,利用 nif#H 基因 序列 只 能 估算 物种 

多 样 性 ,并 不 能 真实 反映 样品 中 固氮 微生物 的 遗传 多 样 。 “1 | | T 
性 ”。 不 同 的 研究 者 往往 采用 不 同 的 序列 相似 性 ie ba 
(93% 一 97% ) 来 划分 OTU ,本 文 参 照 Hsu 等 人 的 研究 , 图 4 ”固氮 微生物 群落 与 玫 壤 笃 化 性 质 的 CCA 分 析 

按 93% 的 序列 相似 性 来 划分 OTU 并 进行 后 续 的 ”Fig.4 CEA analysis of. diazotróph communities and soil 
分 析 [21] properties 


以 往 的 研究 l 多 关注 固氮 微生物 群落 对 施肥 制度 : kia di. QD acids 解释 变量 ) ,三 角形 代表 固氮 
土地 利用 方式 和 植被 变化 的 响应 ,对 群落 尺度 上 固氮 微 “于 
生物 群落 与 植物 群落 相关 性 的 研究 较 少 号” Tai 等 "研究 表明 ) 小 叶 金 露 梅 灌木 群落 和 黑 褐 冶 草 牧草 地 的 
周 氮 微生物 群落 存在 显著 差异 ,由 此 可 见 固氮 微生物 群落 与 地 下 植物 群落 密切 相关 。 本 研究 从 群落 尺度 水 平 
上 ,采用 Venn 图 和 Mantel 相关 性 分 析 研 究 了 固氮 做 生 移 释 落 与 地 上 植物 群落 的 关系 。 结 果 表 明 , 两 者 之 间 
显著 相关 ,植物 群落 结构 越 相似 ,固氮 微 生物 群落 也 越权 人 羽 。 研 究 区 域内 的 顶级 植被 群落 属于 中 亚热带 石灰 
岩 区 常 绿 落叶 阔 叶 混 交 林 , 草 从 . 灌 从 和 次 坐 林 者 是 由 于 干扰 程度 不 同 退化 而 成 。 都 安 . 大 化 地 区 属于 深 
峰 从 洼地 , 峰 顶 海拔 多 为 800—1000 ms 洼地 谷地 海拔 为 600—800 m, 地 貌 较为 相似 ,因此 其 植被 群落 组 成 与 
结构 也 较 接近 。 环 江 地 区 属 低 中 山峰 起 尝 虽 ,海拔 介 于 442—637 m 之 间 , 其 植被 群落 组 成 与 结构 与 都 安 . 大 
化 地 区 有 明显 差异 。 地 上 植物 车 器 结 榜 与 组 成 的 变化 导致 调 落 物 的 质量 和 根系 分 泌 物 存在 差异 ,间接 影响 国 
氨 微 生物 种 间 的 竞争 为 ,从 前往 获 外 固氮 微生物 群落 结构 与 组 成 发 生 改 变 D 。 

土壤 理化 性 质 是 影响 固 寺 法 生 物 群 落 的 另 一 重要 因素 。 已 有 的 研究 表明 ,pH AA RS RR 
和 有 效 态 砍 都 会 显 若 影响 固 揽 微生物 群落 的 多 样 性 与 结构 呈 。 本 研究 中 ,总 氮 .有效 态 钾 、 有 效 态 钙 品 
著 影 响 固氮 微 生 特 群 注 , 这 与 之 前 的 研究 结论 一 致 。 固 所 微生物 在 氨 素 缺乏 的 土壤 中 更 具 竞争 优势 ,土壤 氨 
素 含量 的 变 供 妥 影响 辣 气 微生物 与 其 它 土壤 微生物 的 竞争 关系 ,从 而 影响 固氮 微生物 的 群落 组 成 :1 ;而 土壤 
有 效 态 辆 订 能 通过 影响 固氮 酶 活性 来 影响 固 所 微生物 群落 。 综 上 所 述 , 地 上 植物 群落 ,土壤 环境 . 固 氨 微生物 
群 少 益 者 为 避 相 浊 影响 ,存在 协同 演变 机 制 。 今 后 研究 中 , 有 必要 从 物种 的 水 平 上 ,具体 分 析 国 氨 微 生物 与 村 
D RIEN 
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